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論 文 内 容 要 旨
変形性関節症 (osteoarthritis:OA)は関節軟骨の変性 弓肖矢を基盤とした進行性の疾患である｡関節軟
骨はⅠⅠ型コラーゲンやアグリカンなどの軟骨基質および水分に富んだ組織であり,その物理的特性によっ
て関節運動時に発生する摩擦を低減する｡また,関節にかかる負荷を軽減する役割も併せ持つ｡本疾患
は,主に股関節や膝関節などの荷重関節の変形や痛みを引き起こし,日常生活動作や生活の質を著しく
低下させる｡米国では,2000万人以上のOA患者が存在すると報告され,社会に与える金銭的な負担
は,約 155億 ドル (1994年)と見積もられている｡従って,OAは高齢者社会-と進む先進国にとって重
大な社会問題であり,有効な治療薬の開発が求められている｡しかしながら,oAの発症および進展メ
カニズムに関しては依然として不明な点が多い｡このことは,本疾患に対する創薬研究を行う上で大き
な障壁となっている｡一方,oAは種々の疫学研究によって,外傷や生活習慣などの環境要因と遺伝的
要因が関与する多因子疾患であることが知られている｡OAの遺伝的要因を明らかにすることは,本疾
患の発症および進展メカニズムを解明し,新規創薬ターゲットを同定する上で非常に有用である｡そこ
で,我々はOAの遺伝的要因 (感受性遺伝子)を同定することを目的とし,一塩基多型 (singlenucleotide
polymorphism:SNP)を用いた相関解析を変形性股関節症 (股関節oA)および変形性膝関節症 (膝関節
OA)に対して実施した｡
ゲノム上で最も頻度の高い遺伝子多型であるSNPをマーカーとした相関解析は,OAのような多因子
疾患の感受性遺伝子を同定する方法として幅広く利用されている｡我々は股関節oAについて,2つのケー
ス･コントロール集団に対する段階的な相関解析を実施した｡一次スクリー ニングとして,日本人-塩
基多型データベース (JSNPdatabase)に登録されている81,398SNPsに対して,股関節oA患者群と対照
群間における相関解析を実施した結果,P値が0.01を下回る2,219個のSNPを同定した｡これらのSNP
に対し,一次スクリー ニングとは独立したケース ･コントロール集団を用いて再度相関解析を行ったと
ころ,カルモジュリン (CaM)をコー ドするCALMlのコアプロモーター領域に存在するSNP(-16C>T)
が,股関節oAと高い相関を示すことを見出した｡発現解析の結果,ヒトOA関節軟骨および培養ヒト
正常関節軟骨細胞にCALMlの発現を認めた｡-16C>TはCALMlのTATAボックスを含むコアプロモーター
領域に存在することから,-16C>Tは転写活性に影響を与える可能性が考えられた｡そこで,-16C>Tに
対するプロモーターアッセイを実施したところ,OA患者で頻度の高いTアレルは転写活性を低下させ
ることが明らかになった｡またRNAdiferenceassayによって,軟骨細胞ではTアレル由来のCALMl転
写産物量が,Cアレル由来のものと比較して低下していることが明らかとなった｡さらに,ゲルシフト
アッセイによって,Tアレルにより強く結合する核内因子の存在が明らかとなった｡これらの結果から,
cALMlのコアプロモーター領域において,Tアレルが転写活性を負に制御するなんらかの核内因子に対
してより高い親和性を有し,その結果 CALMlの発現量を低下させている可能性が考えられた｡加えて,
invitro軟骨細胞分化のモデル細胞であるATDC5およびRCJ3.1細胞を用いてCaM阻害薬であるW-7の
添加実験を行ったところ,軟骨細胞の分化に伴って増加するⅠⅠ型コラーゲン遺伝子およびアグリカン遺
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伝子の発現上昇が抑制されることを確認した｡これらの結果から,CALMlの転写活性が,軟骨細胞代謝
や軟骨細胞分化の調節を通じ,関節軟骨の基質的特性に影響を与えることによって,股関節oAの感受
性を規定していることが示された｡
caMはCALMlの他,CALM2およびCALM3にコードされており,細胞内caMの総量はこれら3遺伝
子の発現量によって調節されている｡関節軟骨におけるCaM遺伝子の発現解析を行った結果,CALM2
の発現量が他のCaM遺伝子と比較して最も高いことが明らかとなった｡そこで我々はCALM2の股関
節oA感受性遺伝子としての可能性を確認するため,CALM2の遺伝子領域に存在するSNPsを対象とし
た相関解析を実施したoその結果,CALM2のイントロンlに存在する2つのSNP(i-CALM2-5および
i-CALM2-6)が目蓋形成不全症と伴わない股関節oAと相関を示した (それぞれp-0.036および0.031)0
目蓋形成不全症は,異常な力学的負荷を股関節軟骨に与えるため,2次的に股関節oAを発症させる要
因と考えられている.今回の結果は,関節軟骨に異常な力学的負荷の無い状況においても,CALM2が股
関節oAの発症もしくは進展に関与する可能性を示唆するものであり,CaMシグナルが関節軟骨の基質
的特性に影響を与えることによって股関節oAの感受性に関与するというCALMl同定研究の結果を支
持するものである｡
股関節oAに対する相関解析の結果から,caMシグナル活性化薬がOA治療薬のコンセプトの一つし
て提示することが出来た｡しかしながら,caMは幅広い組織に発現しているため,それ自身が直接的な
創薬ターゲットにはなり難いと考えられた｡そこで我々は,相関解析による疾患感受性遺伝子の同定手
法を,より直接的に創薬研究-応用することを目的とし,Gタンパク質共役型受容体 (Gprotein-coupled
receptor:GPCR)に対象を限定した相関解析を行った｡対象とするGPCRの選出は,遺伝子マイクロアレ
イを用いて軟骨細胞に発現しているGPCRを解析することで行った｡軟骨に発現していることが確認さ
れた44個のGPCR上の167SNPsについて,膝関節oAを対象とした相関解析を行った結果,リゾフォ
スフアチジン酸 (Lysophosphatidicacid:LPA)受容体の一つであるEDG2のプロモーター領域における
SNP(-2,820G>A)が,独立した2つのケース ･コントロール集団において,膝関節oAと高い相関を示
すことを見出した (結合解析した場合,p-2.6x10-5).-2,820G>AはEDG2のプロモーター領域に存在
し,さらに転写因子であるAPll結合モチーフに近接していることから,-2,820G>Aは転写活性に影響
を与える可能性が考えられた｡そこで,-2,820G>Aに対するプロモーターアッセイを実施したところ,
oA患者で頻度の高いAアレルはGアレルと比較して,AP-1活性化刺激によって上昇するEDG2プロモー
ターの転写活性をさらに上昇させることが明らかとなった｡また,ゲルシフトアッセイによって,Aア
レルはAP-1に強く結合することが明らかとなった｡これらの結果から,AアレルがEDG2のプロモー
ター領域において,AP-1に対してより高い親和性を有することによってEDG2の発現量を上昇させて
いる可能性が考えられた｡一方,膝関節oA患者から採取したヒト組織を用いて発現解析を実施した結
果,EDG2は軟骨よりも滑膜に高発現していることが明らかとなった｡また,滑膜において他のLPA受
容体 (EDG4,EDG7およびGPR23)の発現は極めて低く,EDG2は滑膜おいて機能的に最も重要なLPA
受容体であると考えられた.続いて,滑膜におけるEDG2の役割を明らかにすることを目的に,滑膜細
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胞に対するLPAの添加実験を実施したところ,LPAは炎症性サイ トカインおよびマトリックスメタロ
プロテアーゼ等の軟骨破壊を促進する遺伝子の発現を上昇させることが明らかとなった｡この反応は,
EDG2rEDG7括抗剤であるKi16425,およびEDG2に対するsiRNAの導入によって抑制されたことから,
EDG2を介していることが明らかとなった｡これらの結果から,EDG2が滑膜組織において,OAにおけ
るカタポリック反応の誘導因子として働き,プロモーター領域における多型がEDG2の発現量に差をも
たらすことによって膝関節oAの感受性を規定していることが示唆された｡
結論として,我々はOAに対するSNPを用いた相関解析およびその機能解析を通じて,股関節oA感
受性遺伝子としてCALMlおよびC4LM2,膝関節oA感受性遺伝子としてEDG2を同定した｡本研究によっ
て新たに発見されたoA感受性遺伝子は,本疾患の発症および進展における分子メカニズムの解明に寄
与するだけでなく,新規創薬ターゲットとしてOA治療に貢献する可能性を有している｡
以上
-120-
審 査 結 果 の 要 旨
変形性関節症 (oA)は関節軟骨の変性 ･消失を基盤とした進行性の疾患で,患者数が多く有効な治療
薬の開発が求められているが,その発症および進展メカニズムに関しては依然として不明な点が多く,
有望な治療ターゲットが極めて少ない｡OAは遺伝的要因が関与する多因子疾患であり,この遺伝的要
因を明らかにすることは,本疾患の発症および進展メカニズムを解明する上で非常に有用である｡本研
究は,OAの遺伝的要因 (感受性遺伝子)を同定することを目的とし,-塩基多型 (SNP)を用いた股関節
oAおよび膝関節oAに対する相関解析を行った｡
ゲノムワイ ド相関解析を通じてカルモジュリン(CaM)をコー ドするCALMlを股関節oA感受性遺伝
子として同定した｡機能解析を通じて,コアプロモーター領域に存在する疾患感受性アレル (-16T)が
サプレッサーに対する親和性を上昇させ,転写活性を低下させることを明らかにした｡また,caMに対
する阻害は軟骨前駆細胞の分化能,軟骨基質産生能を抑制することを明らかにした｡これらの結果から,
疾患感受性アレルがCALMl転写活性の抑制を通じて軟骨細胞の機能を低下させ,関節軟骨の基質的特
性を弱めることで股関節oAに対する感受性を高める可能性が示唆された｡また,caM遺伝子群に対す
る発現解析では,CALM2が軟骨細胞で最も高発現することを見出した｡さらに,CALM2が目蓋形成不
全症と伴わない股関節oAと相関を示すことを見出し,CaMと股関節oAとの関連性を明らかにした｡
相関解析による疾患感受性遺伝子の同定手法を,より直接的に創薬研究-応用することを目的とし,
低分子で制御可能な分子であるGタンパク質共役型受容体に対象を限定した相関解析を行った｡その結
果,リゾフォスファチジン酸 (LPA)受容体であるEDG2を膝関節oA感受性遺伝子として同定した｡機
能解析を通じて,プロモーター領域に存在する疾患感受性アレル (-2,820A)が,転写因子であるAP-1
-親和性を高めることによってプロモーター活性を上昇させることを明らかにした｡発現解析では,
EDG2が軟骨よりも滑膜に高発現することを明らかにした｡さらに,LPAがEDG2を介して,炎症性サ
イトカインおよびマトリックスメタロプロテアーゼ等の軟骨破壊を促進する遺伝子の発現を上昇させる
ことが明らかにした｡これらの結果から,EDG2が滑膜組織において,OAにおけるカタポリック反応の
誘導因子として働き,プロモーター領域における疾患感受性アレルがEDG2の発現量を上昇させること
によって膝関節oAに対する感受性を高める可能性が示唆された｡
本研究は,変形性関節症の発症および進展における分子メカニズムやoA治療に貢献する可能性を有
している｡
よって,本論文は博士 (薬学)の学位論文として合格と認める｡
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